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• Abstract : 

EP-337920 A Enzymatic esterification and ester cleavage with lipases and esterases uses as substrate an unsatd. sugar cpd. of formula (I), (a) Rl, R2 
and R3 = 1-10C acyloxy and/or benzoyloxy; (b) Rl, R2 and R3 = OH; (c) Rl = protected OH; R2 and R3 = 1-10C acyloxy and/or benzoyloxy; (d) Rl 
and R3 = 1-10C acyloxy and/or benzoyloxy; R2 - protected OH; (e) Rl or R2 = protected OH, the other 2 of Rl, R2 and R3 = OH; (0 Rl and R2 = 
OH; R3 = 1-10C acyloxy, benzoyloxy or protected OH; (g) Rl and R2 = acyloxy and/or benzoyloxy, R3 = protected OH; C atoms of acyloxy gps. can 
be substd. by halo, amino, OMe, phenyl and/or phenoxy, and the C atoms of benzoyloxy can be substd by N02, halo and/or 1-2C alkoxy. Cpds. (I) are 
new where (1) Rl = OH; R2 and R3 = 1-10C acyloxy and/or benzoyloxy; (2) Rl and R3 = 1-10C acyloxy and/or benzoyloxy, R2 « OH; or (3) Rl and 
R2 = OH; R3 = 1 -10C acyloxy or benzoyloxy, and their OH-protected derivs., all opt. substd. as above. 

The OH gp. in (I) can be protected as ester or ether, or converted to acetal. Reaction of primary functional gps. is with lipase or esterase from Candida 
species, while sec. functional gps. are reacted with enzymes from Pseudomonas species. Alternatively, enzymes from animal pancreas and liver are 
used. Enzymes can be immobilised conventionally. Esterification is pref. at 10-50 deg.C using esp. vinyl esters as benzoyl or acyl donor. Hydrolysis is 
atpH4-8. 

USE/ AD VANTAGE - This method provides a highly regioselective reaction, and products are formed in high yields, with simple work-up and with 
high reaction rate. Products are useful as intermediates, e.g. for glyco-conjugates; di- or oligosaccharides; 2-deoxysugars; amino sugars; thromboxans 
and compactin (0/0) 

EP-337920 B A process for preparing compounds of the formula (I) in which Rl is hydroxyl and R2 and R3 are (l-10C)-acyloxy and/or benzoyloxy, 
Rl and R3 are 1-10C acyloxy or benzoyloxy, and are also the hydroxyl-protected derivatives, where the carbon atoms of the acyloxy group can be 
substituted by halogen and/or amine and/or methoxy and/or phenyl and/or phenoxy and the carbon atoms of the benzoyl group can be substituted by 
nitro and/or halogen and/or 1 -2C-alkoxy, obtained by regioselective or regiospecific reaction by means of enzymic esterification of ester cleavage using 
lipases and esterases in the Rl and/or R3 positions) from compounds of the formula (I) in which Rl, R2, and R3 are 1-10C acyloxy and/or benzoyloxy, 
Rl, R2 and R3 are hydroxyl; Rl is a protected hydroxyl and R2 and R3 are 1-10C acyloxy and/or benzoyloxy Rl and R3 are 1-10C acyloxy and/or 
benzoyloxy and R2 is a protected hydroxyl, Rl is a protected hydroxyl and R2 and R3 are hydroxyl, Rl and R3 are hydroxyl and R2 is a protected 
hydroxyl, Rl and R2 are hydroxyl and R3 is 1-10C acyloxy or benzoyloxy or a protected hydroxyl, and Rl and R2 are acyloxy and/or benzoyloxy and 
R3 is a protected hydroxyl, where the carbon atmos of the acyloxy groups can be substituted by halogen and/or amino and/or methoxy and/or phenyl 
and/or phenoxy and the carbon atoms of the benzoyloxy group can be substituted by nitro and/or halogen and/or 1 -2C alkoxy. (Dwg.0/0) 
EP-337920 B A process for preparing compounds of the formula (I) in which Rl is hydroxyl and R2 and R3 are (l-10C>acyloxy and/or benzoyloxy, 
Rl and R3 are 1 -1 0C acyloxy or benzoyloxy, and are also the hydroxyl-protected derivatives, where the carbon atoms of the acyloxy group can be 
| | I substituted by halogen and/or amine and/or methoxy and/or phenyl and/or phenoxy and the carbon atoms of the benzoyl group can be substituted by 

C/5 nit™ and/or halogen and/or 1 -2C-alkoxy, obtained by regioselective or regiospecific reaction by means of enzymic esterification of ester cleavage using 

—4 lipases and esterases in the Rl and/or R3 positions) from compounds of the formula (I) in which Rl, R2, and R3 are 1 -10C acyloxy and/or benzoyloxy, 

^ Rl, R2 and R3 are hydroxyl; Rl is a protected hydroxyl and R2 and R3 are 1-10C acyloxy and/or benzoyloxy Rl and R3 are 1-10C acyloxy and/or 

benzoyloxy and R2 is a protected hydroxyl, Rl is a protected hydroxyl and R2 and R3 are hydroxyl, Rl and R3 are hydroxyl and R2 is a protected 
hydroxyl, Rl and R2 are hydroxyl and R3 is 1-10C acyloxy or benzoyloxy or a protected hydroxyl, and Rl and R2 are acyloxy and/or benzoyloxy and 

>R3 is a protected hydroxyl, where the carbon atmos of the acyloxy groups can be substituted by halogen and/or amino and/or methoxy and/or phenyl 
and/or phenoxy and the carbon atoms of the benzoyloxy group can be substituted by nitro and/or halogen and/or 1 -2C alkoxy. ((Dwg.0/0)) 
555! US5380659 A Enzymatic esterification or ester enzymolysis comprises treatment of unsatd. sugar derivs. (or 2,3-dihydropyrane derivs.) of formula (I) 

with one or more lipases or esterases; and recovery of the prods.. 
1 J^ > jj, (i), cither R1-R3 = A; or Rl =R3 = OH; or two of R1-R3 = A and the other is opt protected OH; or Rl « OH and one of R2 and R3 = OH and the 

OO other is A; where the protecting gp. is ester, ether or acetal; and A = ( 1 -1 0C)acyloxy or benzyloxy. 

| USE/ AD VANTAGE - The OH gp. in these unsatd. sugar derivs. are esterified by transesterification in the presence of lipases; or esterified OH gps. are 

| | y hydrolysed by esterases; and the prods, are valuable intermediates for further carbohydrate derivs.. The processes occur under very mild conditions 

(e.g. at about 20 deg.C for 12 hrs.) and are highly regiospecific; and the enzymes are recoverable for further use. (Dwg.0/0) 

OUS5496930 A Cpd. of formula (I) 
Rl - hydroxyl; 
£ } R2,R3 = 1-10C acyloxy and benzoyloxy, or 

R1.R3 = 1-10C acyloxy and benzoyloxy, and 
'UJ R2 is hydroxyl, or 

R1,R2= hydroxyl, and 

R3 = 1-10C acyloxy or benzoyloxy, or a hydroxyl-protected deriv. thereof, it being possible for the carbon atoms of an acyloxy group to be substd. with 
one or more of halo, amino, methoxy, phenyl and phenoxy, and for the carbon atoms of a benzoyloxy gp. to be substd. with one or more of nitro, halo 
and CI and C2 alkoxy, with the exception of (I); 
R1,R3 » benzoyloxy, and 
R2« hydroxyl. (Dwg.0/0) 
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© Verfahren zur hochregioselektiven Veresterung und Esterspaltung an ungesattigten Zuckerverblndungen mit Hilfe von 
Llpasen und Esterasen und mit diesem Verfahren herstellbare Produkte. 

© An ungesattigten Zuckerverbindungen konnen mit Hilfe 
von Lipasen und Esterasen hochregioselektive Veresterungen 
und Esterspaltungen durchgefuhrt warden. Es werden bevor- 
zugt Lipasen aus Mikroorganismen bzw. aus Pankreas und 
Leber von Tieren verwendet. 
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Beschreibung 

Verfahren zur hochregioselektiven Veresterung und Esterspaltung an ungesattigten Zuckerverbindungen mit Hilfe 
von Lipasen und Esterasen und mit diesem Verfahren herstellbare Produkte 

Ungesattigte Zucker finden ais Synthesebaustei- Formel I, 

ne eine breite Anwendung, beispielsweise bei der 5 

Herstellung von Glycokonjugaten, Disacchariden, 

Oligosaccharide^ 2-Deoxyzuckern, Aminozuckern, 
Thromboxanen und dem Lactonteil des Compactins. 

Die fur diese Synthesen notwendigen regioselek- 
tiven Transformationen bzw. Modifikationen der 10 
ungesattigten Zucker stellen in der organischen 
Chemie haufig ein Problem dar und erfordern 
schwierige bzw. aufwendige Reaktionsfolgen. Fur 
die regioselektive chemische Acylierung der zahlrei- 
chen Hydroxylgruppen ist die zeitaufwendige Einfuh- 15 
rung und spatere Abspaltung von speziellen Schutz- 
gruppen notwendig. 

Es ist bekannt, da8 regioselektive Veresterungen 
und Esterspaltungen an primaren Hydroxylgruppen 
einfacher gesattigter Zucker mit Hilfe von ausge- 20 
wahlten Lipasen durchgefuhrt werden konnen [The- 
risod M, Klibanov A.M., J. Am. Chem. Soc. 108, 5638, 

(1986) ; Sweers H.M., Wong C.H., J. Am. Chem. 
Soc. 108, 6421 (1986); Kloosterman M. et al. 
Tetrahedron Letters 28, 2989 (1987)]. Die von 25 
Therisod und Klibanov beschriebenen Reaktionen 
erfordern groBe Enzymuberschusse, Reaktionszei- 
ten von mindestens zwei Tagen, wobei die Umsatze 
meistens unter 50 o/o liegen. 

Sweers und Wong beschreiben die regioselektive 30 
enzymatische Spaltung von 2,3,4,6-Tetra-O-acyl- 
D-hexopyranosiden zum 6-OH-Derivat. Bei den 
Acylresten handelt es sich jedoch urn langkettige 
Ester. 

Von Kloostermann ist die regioselektive Deacety- 35 
lierung von Methyl-2,3 t 4,6-Tetra-0-acetyl-a-D-glu- 
copyranosid beschrieben. 

Die enzymatischen Esterspaltungen von Mono- 
saccharidpentaacetaten fuhren zu komplexen Mi- 
schungen verschiedener Regioisomerer. So erhal- 40 
ten Shaw und Klibanov [Biotech. Bioeng. 29, 648 

(1987) ] Gramm-Mengen von Glucose-2,3,4,6-tetra- 
acetat, Glucosetriacetat, und zwar eine Mischung 
aus 2,4,6- und 3,4,6-Triacetat, sowie Glucose- 
4,6-diacetat. 45 

Es wurde nun gefunden, daB ungesattigte Zucker 
mit Hilfe von Lipasen und Esterasen regiospezifisch 
bzw. regioselektiv verestert bzw. je nach Bedingun- 
gen die Esterbindungen auch gespalten werden 
konnen. Dies ist insbesondere uberraschend, da 50 
Enzyme bekanntermaBen nur mit bestimmten Sub- 
straten reagieren. 

Ungesattigte Zucker stellen ein neues Substrat fur 
Lipasen dar. Sie sind empfindlicher als gesattigte 
Zucker, besitzen eine andere raumliche Struktur und 55 
eine zusatzliche funktionelle Gruppe. Daher war es 
nicht vorauszusehen, daB diese Reaktionen uber- 
haupt ablaufen wurden und schon gar nicht, daB sie 
derart wirtschaftlich durchzufuhren sind. 

Die Erfindung betrifft somit ein Verfahren zur 60 
Veresterung und Esterspaltung mit Hilfe von Lipasen 
und Esterasen, das dadurch gekennzeichnet ist, daB 
ungesattigte Zuckerverbindungen der allgemeinen 



in der 

a) R 1 , R 2 und R 3 (Ci bis Cio)-Acyloxy, 
dessen C-Atome mit Halogen und/oder Amino 
und/oder Methoxy und/oder Phenyl und/oder 
Phenoxy substituiert sein konnen, und/oder 
Benzoyloxy, dessen C-Atome mit Nitro und/ 
oder Halogen und/oder (Ci und C2)-Alkoxy 
substituiert sein konnen, 

b) Ri,R2und R 3 Hydroxyl, 

c) R 1 ein geschutztes Hydroxyl und R 2 und 
R 3 (Ci-Cio)-acyloxy und/oder Benzoyloxy, 

d) R 1 und R 3 (Ci-Cio)-Acyloxy und/oder 
Benzoyloxy und R 2 ein geschutztes Hydroxy!, 

e) R 1 ein geschutztes Hydroxyl und R 2 und 
R 3 Hydroxyl, 

f) R 1 und R 3 Hydroxyl und R 2 ein geschutztes 
Hydroxyl 

g) R 1 und R 2 Hydroxyl und R 3 (Ci-Cio)-Acy- 
loxy, Benzoyloxy oder ein geschutztes Hydroxyl 
und 

h) R 1 und R 2 Acyloxy und/oder Benzoyloxy 
und R 3 ein geschutztes Hydroxyl sind, einge- 

setzt werden, wobei Acyloxy und Benzoyloxy jeweils 
wie unter a) definiert substituiert sein konnen. 
Ferner betrifft die Erfindung die Verbindungen der 
allgemeinen Formel I, in der 

i) R 1 Hydroxyl und R 2 und R 3 (Ci-Cio-Acy- 
loxy und/oder Benzoyloxy, 

j) R 1 und R 3 (Ci-Cio)-Acyloxy und/oder 
Benzoyloxy und R 2 Hydroxyl, 

k) R 1 und R 2 Hydroxyl und R 3 (Ci-Cio)-Acy- 
loxy oder Benzoyloxy sind, sowie deren Deriva- 
te mit geschutzter Hydroxylgruppe, wobei Acyloxy 
und Benzoyloxy jeweils wie unter a) definiert 
substituiert sein konnen. Die Erfindung betrifft auch 
die Verwendung dieser Verbindungen als Zwischen- 
produkte. 

Im folgenden wird die Erfindung detailliert be- 
schrieben, insbesondere in ihren bevorzugten Aus- 
fuhrungsformen. Ferner wird die Erfindung in den 
Anspruchen definiert. 

Die ungesattigte Verbindung der allgemeinen 
Formel I ist kauflich (Glucal und Galactal bzw. deren 
Triacetylverbindungen 3,4 t 6-Tri-0-acetyl-1 ,5-anh- 
ydro-2- deoxy-arabino-hex-1-enitol oder 3,4,6-Tri- 
O-acetyl-1 ,5-anhydro-2-deoxy-lyxo-hex-1 -enitol) 
oder durch chemische Synthese leicht erhaltlich 
[Roth W., Pigman W., Methods Carbohydr. Chem. 2, 
405 (1963)]. 

Bei den geschutzten Derivaten der ungesattigten 
Zuckerverbindungen der allgemeinen Formel I han- 
delt es sich, im wesentlichen a) urn Acetale, 
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bevorzugt beispielsweise Tetrahydropyranylether 
(THP-Ether Methoxymethylether (MOM-Ether), Me- 
thylthiomethylether (MTM-Ether), 2-Methoxyethox- 
ymethylether (MEM-Ether), 2-(Trimethylsilyl) ethox- 
ymethylether (SEM-Ether) und 1-Ethoxyethylether, 
Oder b) um Ether, bevorzugt beispielsweise Methy- 
lether, Benzylether, Trimethylsilylether, tertiar-Butyl- 
dimethylsilylether, tertiar-Butyldiphenylsilylether und 
Allylether, sowie c) um Ester, bevorzugt beispiels- 
-n^e^cetaterGhlorace^a^erWfluoFaGetat-rBenzoa-- — 
te, Pivaloat, Trifluormethansulfonsaureester, Me- 
thansulfonsaureester und Toluolsultonsaureester. 

Unter Acyloxy werden Gruppen mit 1 bis 10 
C-Atomen, bevorzugt 1 bis 5 C-Atomen verstanden. 
Diese C-Atome konnen mit Halogen, Amino, Me- 
thoxy, Phenyl und/oder Phenoxy substituiert sein. 
Benzoyloxy kann mit Nitro, Halogen und/oder (Ci 
und C2)-Alkoxy substituiert sein. 

ErfindungsgemaG konnen Lipasen und Esterasen 
in dem Verfahren eingesetzt werden, die vorzugs- 
weise aus Mikroorganismen bzw. Pankreas oder 
Leber von Tieren gewonnen werden. Insbesondere 
bevorzugt werden Lipasen und Esterasen aus 
Pseudomonas, Candida, Mucor, Rhizopus, Peniciili- 
um und Aspergillus sowie aus Schweineleber und 
Schweinepankreas verwendet. Die Enzyme sind 
kauflich. bzw. konnen nach bekannten Methoden 
aus dem entsprechenden Mikroorganismus bzw. 
aus der Leber oder dem Pankreas extrahiert werden. 
Die Reaktion kann auch mit ganzen Zellen der 
genannten Mikroorganismen durchgefuhrt werden, 
soweit sie das dafur notwendige Enzym enthalten. 
Es ist dann unter Umstanden vorteilhaft die Zeilen 
mit Hilfe an sich bekannter Methoden durchlassig zu 
machen, so daB die Enzyme leichter an das Substrat 
gelangen konnen. 

Bei der enzymatischen Veresterung geht man am 
besten wie folgt vor: 

Man lost die Verbindungen lb, e, f oder g in einem 
Losungsmittel, beispielsweise Essigester, Dime- 
thoxyethan, Tetrahydrofuran, tert. Butylmethylether 
Oder Methylethylketon, und gibt dann den Benzoyl- 
oder Acyldonor hinzu, z.B. einen Carbonsaureester 
bevorzugt einen Vinylester, wie beispielsweise Vinyl- 
acetat, Benzoesaurevinylester, Chloressigsaurevi- 
nylester, Methoxyessigsaurevinylester, Phenoxyes- 
sigsaurevinylester, Phenylessigsaurevinylester, Ami- 
nosaurevinylester, z.B. Z-Glycinvinylester oder Iso- 
propenylacetat, oder anstelle eines Carbonsaure- 
esters die Carbonsaureanhydride, wie z.B. Pivalin- 
saureanhydrid, Essigsaureanhydrid und Benzoesau- 
reanhydrid. Man kann aber auch den Benzoyl- oder 
Acyldonor gleichzeitig als Losungsmittel benutzen. 
Die Lipase oder Esterase wird in freier oder 
immobilisierter Form zugegeben, wobei bei Tempe- 
raturen zwischen 0 und 80° C, vorzugsweise zwi- 
schen 10 und 50° C inkubiert wird. 

Zur Immobilisierung der Enzyme kommen aile 
gangigen, in der Literatur beschriebenen Verfahren 
in Frage [W. Hartmeier, Trends in Biotechnology 3, 
149 (1985); A Rosevaer, J. Chem. Tech. Biotechnol. 
34B, 127 (1984)]. Immobilisierte und freie Enzyme 
konnen auch im Saulenverfahren eingesetzt werden. 

Die Reaktionszeiten sind von Struktur und Los- 
lichkeit des ungesattigten Zuckers, von der Tempe- 



ratur und von den Konzentrationsverhaltnissen, 
insbesondere der Enzymmenge abhangig. Sie kon- 
nen zwischen 0,5 Stunden und 3 Tagen liegen, 
jedoch in alter Regel zwischen 5 und 24 Stunden. 
5 Die Aufarbeitung der Reaktionen erfolgt meist 
durch Abtrennen, z.B. Abfiltrieren, des freien oder 
immobilisierten Enzyms, Abdestillieren. . der Lo- 
sungsmittel und/oder der Acyldonoren im Vakuum 
und Reinigung der Produkte, sofern nbtig, durch 

_7£__Kr4Sta!lisationJ3Jir 

Zur enzymatischen Hydrolyse gibt man die Verbin- 
dungen la,c,d,f oder h in reiner oder geloster Form in 
eine gepufferte, waBrige Losung und gibt das 
gewunschte Enzym hinzu. Man kann sowohl bei 
15 konstantem pH-Wert als auch ohne pH-Wert-Kon- 
trolie im Bereich von etwa 4 bis 8 arbeiten. Nach 
Beendigung der Reaktion erhalt man das gewunsch- 
te Produkt durch Extraktion oder nach Gefrier- 
Trocknung und Abtrennen von Enzym und Begleit- 
20 salzen durch z. B. Filtration oder Chromatographic. 
Bestimmte Reaktionen werden vorteilhaft mit 
bestimmten Enzymen durchgefuhrt, insbesondere 
um beste Reaktionsgeschwindigkeiten und Ausbeu- 
ten zu erzielen. Die Esterspaltung der Verbindung 
25 mit der Formel la, in der R 1 , R 2 und R 3 Acyloxy 
und/oder Benzoyloxy bedeutet, wird bevorzugt mit 
Lipasen bzw. Esterasen aus Pseudomonaden 
durchgefuhrt. Als Reaktionsprodukt entsteht die 
Verbindung der Formel li, in der R 1 Hydroxyl und R 2 
30 und R 3 Acyloxy und/oder Benzoyloxy bedeutet. Die 
Veresterung wiederum kann mit Hilfe von Pseudo- 
monas- bzw. Candida-Lipasen bzw. -Esterasen 
vorteilhaft durchgefuhrt werden, jedoch sind die 
Hauptendprodukte unterschiedlich. Aus der Verbin- 
35 dung der Formel lb, in der R\ R 2 und R 3 Hydroxyl 
bedeuten, entsteht durch Inkubation mit dem Enzym 
aus Pseudomonas die Verbindung der Formel I], in 
der R 1 und R 3 Acyloxy und/oder Benzoyloxy und R 2 
Hydroxyl bedeuten. Die Obertragung von Benzoyl- 
40 gruppen auf R 1 ist jedoch langsamer als die 
Obertragung von Acylgruppen, hochstwahrschein- 
lich aus sterischen Grunden, so daB Pseudomonas- 
Lipasen auch zur Bildung des 6-O-Monobenzoats 
genutzt werden konnen. Mit Candida-Lipasen kann 
45 man die Verbindung der Formel Ik erhalten, in der R 1 
und R 2 Hydroxyl bedeuten und R 3 Acyloxy oder 
Benzoyloxy ist. 

Die entstandenen Verbindungen li.j.k konnen mit 
Hilfe der obengenannten Schutzgruppen nach an 
50 sich bekannten Methoden chemisch derivatisiert 
werden (T. W. Greene, Protective Groups in Organic 
Synthesis, John Wiley & Sons, 1981), um sie dann 
entweder in organisch-chemischen Reaktionen und/ 
oder erneut in regioselektiven Veresterungen bzw. 
55 Esterspaltungen mit Lipasen und Esterasen einzu- 
setzen. So wird beispielsweise chemisch die Verbin- 
dung der Formel I hergestellt, in der R 1 eine 
geschutzte Hydroxyfunktion und R 2 und R 3 eine 
Acyloxygruppe darstellen, und mit Hilfe der Lipasen 
60 und Esterasen aus R 3 die Acylgruppe abgespalten, 
so daB R 3 dann Hydroxyl bedeutet. Bevorzugt wird 
bei diesen Reaktionen mit Candida-, Pseudomonas-, 
Mucor- und Pankreas-Lipasen bzw. -Esterasen 
gearbeitet. 

65 Bei der Verbindung Ij kann in R 2 ebenfalls eine 
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Schutzgruppe eingefuhrt werden. Wenn derartige 
Verbindungen dann vorzugsweise mit dem Enzym 
aus Pseudomonas oder Candida behandelt werden 
entstehen 2 verschiedene Produkte. Mit Hilfe der 
ersteren erhalt man die Verbindung der Formel I, in 
der R 1 Hydroxy!, R 2 eine geschutzte Hydroxylgruppe 
und R 3 Acyloxy ist, und mit Hilfe der Candida-Lipase 
die Verbindung der Formel I, in der R 1 Acyloxy, R 2 
eine geschutzte Hydroxylgruppe und R 3 eine Hy- 
droxylgruppe bedeutet. 

Aufgrund der vorangegangenen Beobachtungen 
ist uberraschend abzuleiten, daB Pseudomonas-Li- 
pasen bzw. -Esterasen bevorzugt die sekundare 
funktionelle Gruppe R 1 in Verbindungen der Formel I 
angreifen, wahrend Candida-Upasen bzw. -Estera- 
sen vorzugsweise die primare funktionelle Gruppe 
R 3 angreifen. Bei enzymatischen Veresterungen 
lassen sich anstelle von Pseudomonas-Lipasen bzw. 
-Esterasen gegebenenfails auch Lipasen oder Este- 
rasen aus Mucor, Rhizopus und Penicillium spezies 
zur Katalyse des Angriffs an R 1 in Verbindungen der 
Formel I b,f,g,i einsetzen, fur Hydrolysen an R 1 in 
Verbindungen der Formel I a,d,h,j in Einzelfalien 
aufler den genannten auch Lipasen aus Schweinep- 
ankreas. 

Die Vorteile des erfindungsgemaBen Verfahrens 
iiegen in der unerwarteten Regioorientierung der 
hohen Regioselektivitat und der damit verbundenen 
Einheitlichkeit des Produkts, der hohen Reaktions- 
geschwindigkeit sowie der hohen Ausbeute und der 
leichten Aufarbeitung. 

Anhand der folgenden Beispiele wird die Erfin- 
dung weiter detailliert beschrieben. Prozentangaben 
beziehen sich soweit nicht anders angegeben auf 
das Gewicht. 

Beispiele 

1. Herstellung von 6-O-Acetylglucal 

1 ,022 g (7 mmol) Glucal werden in 2 ml Essigester 
und 30 ml Vinylacetat aufgenommen, mit 400 mg 
Lipase aus Candida cylindracea Lipase-OF (Meito 
Sangyo Co. Ltd.) versetzt und bei Zirnmertemperatur 
uber Nacht geruhrt. Nach Abtrennen des wiederver- 
wendbarenEnzyms und anschliefiende Chromato- 
graphie oder Kristallisation erhalt man 1,12-1,25 g 
6-O-Acetylglucal (85-95 o/oige Ausbeute). 

2. Herstellung von 

6-O-Acetyl-3-0-tert.-butyldimethylsilyi-glucal 

1,09 g (5 mmol) 3-0-tert.-Butyldimethylsilyl-glucal 
werden in etwa 10 ml Essigester und 50-70 ml 
Vinylacetat aufgenommen und mit 1 g Lipase aus 
Candida cylindracea (Sigma) versetzt. Nach etwa 
20-24 h stundigen Ruhren bei Zirnmertemperatur 
wird das wiederverwendbare Enzym abfiltert. 
Einengen im Vakuum und anschliefiende einfache 
Saulenfiltration uber Kieselgel (in Hexan bzw. Ether/ 
Hexan v:v) ergibt 1,0-1,2 g des gewiinschten 
6-0-Acetyl-3-0-tert.-butyldimethylsilyl'glucal 
(80-90 o/oige Ausbeute). 

3. Herstellung von 

6-O-Acetyl-4-0-tert.-butyldimethylsilyl-glucaI 

1,09 g (5 mmol) 4-0-tert.-Butyldimethylsilyl-glucal 



werden 

in 10-20 ml Essigester und 50-80 ml Vinylacetat 
aufgenommen und mit 1,0 g Lipase aus Candida 
cylindracea (Sigma) versetzt. Nach 20-24 stundigem 

5 Ruhren bei Zirnmertemperatur wird das wiederver- 
wendbare Enzym abfiltriert und die Losung im 
Vakuum eingeeengt. AnschlieBende einfache Sau- 
lenfiltration uber Kieselgei in Ether/Hexan (~ 1:1 _ 
v:v) ergibt 1.1-1,2 g 6-0-Acetyl-4-0-tert.-butyldi- 

10 methylsilyl-glucal (85-90 o/oige Ausbeute. 

4. Herstellung von 6-O-Acetylgalactal 

1,0 g (6,85 mmol) Galactal wird in etwa 1 ml 
Wasser gelost, mit 1-4 g zerriebenem Molsieb, 

15 25 - 75 ml Vinylacetat und 800 mg Lipase aus 
Candida cylindracea (Sigma) versetzt. Es wird ca. 45 
min. bei Zirnmertemperatur geruhrt. Trocknen, Fil- 
trieren, Einengen im Vakuum und Chromatographie 
an Kieselgel (Essigester/Hexan 1:1) oder Kristallisa- 

20 tion (aus Essigester/Hexan) ergibt 1,090 bis 1,160 
(85-90 o/o) des gewiinschten 6-O-Acetylgalactals. 

5. Herstellung von 4,6-Di-O-acetylglucal 

7,0 g (30 mmol) Tri-O-acetylglucal werden in 70 ml 
25 0,25 M Phosphatpuffer (pH « 7) mit 7 g Lipase aus 
Pseudomonas spec. (Lipase P, Fa. Amano Pharma- 
ceutical Co., Ltd., Nagoya, Japan) (frei oder an S1O2 
fixiert) bei Zirnmertemperatur geruhrt. Nach Beendi- 
gung der Reaktion (ca. 5-7 h) trennt man das 
30 wiederverwendbare Enzym ab. Man erhalt das 
gewunschte 4,6-Di-O-acetylglucal entweder durch 
Extraktion der waBrigen Losung mit CHCI3 oder 
Essigester oder nach Gefriertrocknung, anschlie- 
Bendem Aufnehmen in organischen Losungsmitteln 
35 wie Essigester und Abfiitrieren der unloslichen 
Begleitstoffe. Das in etwa 90 o/oiger Ausbeute anfal- 
lende 4,6-Di-O-acetylglucal kann ohne weitere Reini- 
gung fur weitere Umsetzungen verwendet werden. 

40 6. Herstellung von 3,6-Di-O-acetylglucal 

7,3 g (50 mmol) Glucal werden in 50 ml Essigester 
und 150 ml Vinylacetat aufgenommen und bei 
Zirnmertemperatur mit 2 g Lipase aus Pseudomonas 
spec. (Lipase P, Fa. Amano Pharmaceutical Co., 

45 Ltd., Nagoya, Japan) geruhrt. Nach Beendigung der 
Reaktion (DC-Kontrolle, ca. 48 h) wird das wieder- 
verwendbare Enzym abfiltriert und das Losungsmit- 
tel verdampft. Das in uber 90 o/oiger Ausbeute 
anfallende 3,6-Di-O-acetylglucal kann ohne weitere 

50 Reinigung fur synthetische Zwecke eingesetzt wer- 
den. 

7. Herstellung von 3,6-Di-O-acetylgalactal 

1,0 g (6,85 mmol) Galactal wird in etwa 1 ml 
55 Wasser gelost, mit 1 - 4 g zerriebenem Molsieb, 
25 - 75 ml Vinylacetat und 1,0 g Lipase aus Pseudo- 
monas spec. (Amano) versetzt und uber Nacht bei 
Zirnmertemperatur geruhrt. Nach Trocknen, Filtrie- 
ren und Chromatographie an Kieselgel (Essigester/ 
60 Hexan 2:3, v:v) erhalt man 1,1 bis 1,26 g (70-80 0/0) 
3,6-Di-O-acetylgalactal. 

8. Herstellung von 3,6-Di-O-acetylglucal 

1 ,02 g (7 mmol) Glucal, 0,5 - 0,7 ml H 2 0 und etwa 2 
65 g zerriebenes Molsieb werden in 25 - 50 m! Isopro- 
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penylacetat aufgenommen und mit 1 g Lipase aus 
Pseudomonas spec, versetzt und 25-30 h bei 
Zimmertemperatur geruhrt. Nach Filtration und Ein- 
engen im Vakuum wird an Kieselgel chromatogra- 
phiert (Essigsaureethylester/Hexan 2:3, v:v). Man 5 
erhalt 0,97 - 1,05 g (60-65 o/o) 3,6-Di-O-acetylglucal. 

9. Herstellung von 

3-0-Acetyl-6-0-tert.butyldimethylsilylglucal 

1 T 0~g^4-rnmol)-a=04erteutyidirnethylsilyJ^giucaJ 10. 

wird in 5-10 ml Vinylacetat 3-4 Stunden mit 1,0 g 
Lipase aus Pseudomonas spec, bei Raumtempera- 
tur geruhrt. Filtrieren, Einengen und Chromatogra- 
phic (Si02. Ether/Hexan 1:3) ergibt das gewunschte 

3- 0-Acetyl-6-0-tert.butyldimethylsilylglucal in etwa 15 
85 o/oiger Ausbeute (0,98-1,0 g). 

10. Herstellung von 

4- 0-Acetyl-6-0-tert.butyldimethylsilyl-glucal 
1,03 g (3 mmol) 3,4-Di-0-Acetyl-6-0-tert. butyldi- 

methylsilyl-glucal werden in 10 ml 0,1 M Kaliumphos- 
phatpuffer (pH = 7) mit 0,5-1,0 g Lipase P Oder 
Lipase Fp (Amano) an S1O2 fixiert bei Raumtempera- 
tur geruhrt. Nach Beendigung der Reaktion (5-8 h) 
trennt man das fixterte, wiederverwendbare Enzym 
ab, Man erhalt das gewunschte 4-O-Acetyl- 
6-O-tert.butyldimethylsilyl-glucal entweder durch 
Extraktion der waBrigen Losung mit Chloroform oder 
Essigester oder nach Gefriertrocknung und ab- 
schlieBender Chromatographie an Kieselgel (Ether/ 
Hexan 1 :2) in 82 o/oiger Ausbeute. 

11. Herstellung von 3-0-Acetyl-6-0-benzoylglucal 
1,0 g (4 mmol) 6-O-Benzoylglucal wird in 10-20 ml 

Vinylacetat aufgenommen und mit 1 g Lipase 
(Pseudomonas spec.) 5 h bei Raumtemperatur 
geruhrt. Abfiltrieren des Enzyms und Kristaliisation 
bzw. Chromatographie an Kieselgel (Essigester/He- 
xan 1:1) ergibt 3-0-Acetyl-6-0-benzoylglucal in 
88-94 o/oiger Ausbeute (1,03-1,10 g). 

12. Herstellung von 3-0-Acetyl-6-0-benzoylgalactal 
1,0 g (4 mmol) 6-O-Benzoylgalactal wird in 10-15 

ml Dimethoxyethan (DME) und 20-25 ml Vinylacetat 
aufgenommen und mit 1 g Lipase P 8 h bei 
Raumtemperatur geruhrt. Abfiltrieren des Enzyms 
und Kristaliisation bzw. Chromatographie an Kiesel- 
gel (Ether/Hexan 1:1) ergibt 3-0-Acetyl-6-0-Ben- 
zoylgalactal in 80-85 o/o Ausbeute. 

13. Herstellung von 
6-0-Acetyl-3-0-chloracetyl-gluca! 

1 ,03 g (5,5 mmol) 6-O-Acetylglucal werden in etwa 
2-5 ml Dimethoxyethan und 10 ml Chloressigsaurevi- 
nylester aufgenommen und ca. 2-3 h bei Raumtem- 
peratur mit 1 g Lipase P (Amano) geruhrt. Nach 
Abfiltrieren des Enzyms, Einengen der Losung und 
Chromatographie an Kieselgel (Ether/Hexan 1:2) 
erhalt man 6-0-Acetyl-3-0-chloracetyl-glucal in 
80-85 o/o Ausbeute. 

14. Herstellung von 
6-0-Acetyl-3-0-chloracetyl-galactal 

1,03 g (5,5 mmol) 6-O-Acetylgalactal werden in 
10-15 ml DME und 20-25 ml Chloressigsaurevinyle- 



ster aufgenommen und 5-6 h bei Raumtemperatur 
mit 1 g Lipase P (Pseudomonas spec.) geruhrt. Nach 
Abfiltrieren des wieder verwendbaren Enzyms, Ein- 
engen der Losung und Chromatographie (Si02, 
Ether/Hexan 1:2) erhalt man 6-0-Acetyl-3-0-chlora- 
cetyl-galactal in 80 o/o Ausbeute. 

15. Herstellung von 
6-0-Benzoyl-3-0-chloracetyl-glucal 

1 ,0_g_(4__mmpl) 6-Q-Benzoylg lucal wird in 2-5 ml , 

Dimethoxyethan und 10-15 ml Chloressigsaureviny- 
lester gelost und mit 1 g Lipase P (Amano) 1-2 h 
geruhrt. Abfiltrieren des Enzyms und Chromatogra- 
phie an Kieselgel (Ether/Hexan 1 :1) ergibt 6-O-Ben- 
zoyl-3-O-chloracetyl-glucal in 82-87 o/oiger Ausbeu- 
te. 

16. Herstellung von 

6-0-Benzoyl-3-0-chloracetyl-galactal . 

1,0 g (4 mmol) 6-O-Benzoylglactal wird in etwa 
10-15 ml DME und 20-25 ml Chloressigsaurevinyle- 
ster aufgenommen und ca. 5-7 h bei Raumtempera- 
tur mit 1 g Lipase aus Pseudomonas spec. (Lipase P, 
Amano) geruhrt. Nach Abfiltrieren des wieder ver- 
wendbaren Enzyms, Einengen der Losung im Vaku- 
um und Chromatographie an Kieselgel (Ether/Hexan 
1:1) bzw. Kristaliisation erhalt man 6-O-Benzoyl- 
3-O-chloracetyl-galactal in 80 o/o Ausbeute (1050 
mg). 

17. Herstellung von 6-O-Benzoylglucal 

1 ,0 g (6,85 mmol) Glucal wird in 1 ,5-2,0 ml 
Tetrahydrofuran und 3-5 ml Benzoesaurevinylester 
aufgenommen und 6 h mit 1 g Lipase aus Candida 
cylindracea (Amano AY-20) bei Raumtemperatur 
geruhrt. Nach Abfiltrieren des Enzyms, Einengen der 
Losung im Vakuum, Extraktion des in Essigester 
aufgenommenen Ruckstandes mit waBriger NaH- 
C03-Ldsung und anschlieBende Chromatographie 
an Kieselgel (Essigester/Hexan 1:1) erhalt man 1,20 
g (70 o/o) des gewunschten 6-O-Benzoylglucals. 

18. Herstellung von 6-O-Benzoylgalactal 

1,0 g (6,85 mmol) Galactal wird in 0,5-1,5 ml H 2 0 
aufgenommen, mit 8 g zeriebenem Molsieb versetzt 
und 8-10 h bei Raumtemperatur mit 1g Candida-Li- 
pase AY-20 (Meito, Sangyo) oder 1 g Lipase P 
(Amano) in 10-15 ml Benzoesaurevinylester geruhrt. 
Nach Abfiltrieren des Enzyms, Einengen der Losung 
im Vakuum, Extraktion des in Essigester aufgenom- 
menen Ruckstandes mit waBriger NaHC03-L6sung 
und anschlieBende Chromatographie an Kieselgel 
(Essigester/Hexan 1 1) erhalt man 65-68 o/o (ca. 1130 
mg) des gewunschten 6-O-Benzoylgalactals. 

19. Herstellung von 
6-0-Acetyl-3-0-methoxyacetylglucal 

325 mg (1,73 mmol) 6-O-Acetylglucal werden in 1 
ml Dimethoxyethan gelost, mit 1 ml Methoxyessigs- 
aurevinylester und 325 mg Lipase Fp (Pseudomonas 
fluorescens, Amano) versetzt und 5 y Stunden bei 
Raumtemperatur geruhrt. Nach Abfiltrieren des 
Enzyms und Fiash-Chromatographie an Kieselgel 
(Essigester/Hexan 1:2) erhalt man 422 mg (1,62 
mmol, 93,8 o/o Ausbeute) des gewunschten 3-O-Me- 
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thoxyacetyl-6-O-Acetylglucals. 

20. Herstellung von 
6-O-Benzoyl-3-0-methoxyacetylglucal 

200 mg (0,8 mmol) 6-O-Benzoylglucal werden 3 h 
bei Raumtemperaturin 1 ml Dimethoxyethan mit 1 ml 
Methoxyessigsaurevinylester und 200 mg Lipase Fp 
_aua^sfijjdLJiuomscens geruhrt. 




Abfiltrieren des Enzyms und Flash-Chromatogra- 
phie an Kieselgel (Hexan und Ether/Hexan 1:1) 10 
ergeben 232 mg (0,72 mmol, 90 <Vo Ausbeute) des 
gewunschten 6-0-Benzoyl-3-O-methoxyacetylglu- 
cal. 

21. Herstellung von 15 
6-0-Acetyl-3-0-phenoxyacetylglucal 

318 mg (1,69 mmol) 6-O-Acetylglucal werden 7 
Stunden in 1 ml Dimethoxyethan mit 1 ml Phenoxy- 
essigsaurevinylester und 320 mg Lipase Fp bei 
Raumtemperatur geruhrt. 20 

Abfiltrieren des Enzyms und Flash-Chromatogra- 
phie an Kieselgel (Essigester/Hexan 1:2) ergaben 
478 mg (1,48 mmol, 87,8 o/o Ausbeute) 6-O-Acetyl- 
3-O-phenoxyacetylglucal. 

25 

22. Herstellung von 
6-0-Benzoyi-3-0-phenoxyacetylglucal 

226 mg (0,90 mmol) 6-O-Benzoylglucal werden 
in 1 ml Dimethoxyethan gelost und mit 1 ml 
Phenoxyessigsaurevinylester und 220 mg Lipase 30 
Fp 3 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt. Nach 
Filtration und Flash-Chromatographie (Kieselgel; 
Hexan und Ether/Hexan 1:1) erhait man 6-O-Ben- 
zoyl-3-O-phenoxyacetylgiucal in 88 o/oiger Ausbeute 
(304,5 mg, 0,79 mmol). 35 

23. Herstellung von 
6-0-Benzoyl-3-0-phenacetylglucal 

200 mg (0,80 mmol) 6-O-Benzoylglucal werden 
in 1 ml Dimethoxyethan gelost und mit 1 ml 40 
Phenyl essigsaurevinylester und 200 mg Lipase Fp 
aus Pseudomonas fluorescens uber Nacht ( < 20 h) 
bei Raumtemperatur geruhrt. Nach Abfiltrieren des 
Enzyms und chromatographischer Reinigung an 
S1O2 (Hexan und Ether/Hexan 1:1) erhait man 45 
6-0-Benzoyl-3-0-phenacetylglucaI in 75-85 o/oiger 
Ausbeute (220-250 mg). 

24. Herstellung von 

6-0-Acetyl-3-0-phenacetylglucal 50 

214 mg (1,14 mmol) 6-O-Acetylglucal werden in 1 
ml Dimethoxyethan gelost, mit 1 ml Phenylessigsau- 
revinylester und 200 mg Lipase Fp versetzt und 48 h 
bei etwa 20° C geruhrt. Nach Filtration und Chroma- 
. tographie erhait man 6-0-Acetyl-3-0-phenacetylglu- 55 
cal in 80-85 o/oiger Ausbeute (280-297 mg, 0.91-0.97 
mmol). 



Patentanspruche 



inder 

a) R 1 , R 2 und R 3 (C1 bis Cio)-Acyloxy und/oder 
Benzoyloxy, 

b) R 1 ,R 2 und R 3 Hydroxyl, 

c) R 1 ein geschutztes Hydroxyl und R 2 und R 3 
(Ci-Cio)-Acyloxy und/oder Benzoyloxy, 

d) R 1 und R 3 (Ci-Cio)-Acyloxy und/oder Ben- 
zoyloxy und R 2 ein geschutztes Hydroxyl, 

e) R 1 ein geschutztes Hydroxyl und R 2 und R 3 
Hydroxy!, 

f) R 1 und R 3 Hydroxyl und R 2 ein geschutztes 
Hydroxyl 

g) R 1 und R 2 Hydroxyl und R 3 (Ci-Cio)-Acyloxy 
Oder Benzoyloxy oder ein geschutztes Hydroxyl 
und 

h) R 1 und R 2 Acyloxy und/oder Benzoyloxy und 
R 3 ein geschutztes Hydroxyl sind, 
eingesetzt werden, wobei die C-Atome der 
Acyloxygruppe mit Halogen und/oder Amino 
und/oder Methoxy und/oder Phenyl und/oder 
Phenoxy und die C-Atome der Benzoyloxygrup- 
pe mit Nitro und/oder Halogen und/oder (C1 
und C2) Alkoxy substituiert sein konnen. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Acyloxygruppe eine 
Kettenlange von C1 bis C5 hat. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Hydroxyl- 
gruppe durch eine Ester- oder eine Etherbin- 
dung geschutzt oder in ein Acetal uberfuhrt 
wird. 

4. Verfahren nach einem oder mehreren der 
Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, 
daB Lipasen und Esterasen aus Mikroorganis- 
men bzw. aus Pankreas oder Leber von Tieren 
eingesetzt werden. 

5. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch 
gekennzeichnet, daB Lipasen und Esterasen 
aus Pseudomonas, Candida, Mucor, Rhizopus, 
Penicillium und Aspergillus eingesetzt werden 
sowie aus Schweineleber und Schweinepankre- 
as. 

6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, daB zur Reaktion mit primaren 
funktionellen Gruppen der Verbindung der 
allgemeinen Formel I Lipasen oder Esterasen 
aus Candida und zur Reaktion mit sekundaren 
funktionellen Gruppen der genannten Verbin- 
dung Lipasen oder Esterasen aus Pseudomo- 
nas eingesetzt werden. 

7. Die Verbindung der allgemeinen Formel I, 



1. Verfahren zur enzymatischen Veresterung 
und Esterspaltung mit Hilfe von Lipasen und 
Esterasen, dadurch gekennzeichnet, daB unge- 
sattigte Zuckerverbindungen der allgemeinen 
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inder 

i) R1 Hydroxyl und R 2 und R 3 (Ci-Cio)-Acyloxy 
und/oder 6* nzoyloxy, 
ii-R-Hjnd-R 3 - 



zoyloxy und R 2 Hydroxyl, 
k) R 1 und R 2 Hydroxyl und R 3 (Ci-Cio)-Acyloxy 



Oder Benzoyloxy sind, 

sowie die Hydroxyl-geschutzten Derivate, wo- 
bei die C-Atome der Acyloxygruppe mit Halo- 
gen und/oder Amin und/oder Methoxy und/ 
oder Phenyl und/oder Phenoxy und die C-Ato- 
me der Benzoyloxygruppe mit Nitro und/oder 
Halogen und/oder (Ci und C2) Alkoxy substitu- 
iertseinkonnen. 

8. Verwendung der Verbindung nach An- 
sprucW-ais-Zwisetaenprodukt. 
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